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La presente invention concerne une methode 
d'identification d'une caracteristique biologique 
fonctionnelle d'une matiere vivante comprenant les 
etapes suivantes: (a) on soumet au moins une matiere 
biologique de reference pour une caracteristique 
biologique fonctionnelle a une analyse physique APr 
pour etablir son spectre SAPr, (b) on calcule les 
facteurs discriminants CPnr par une analyse 
statistique de tout ou partie du spectre SAP obtenu a 
I'etape (a), (c) on etablit a partir desdits facteurs 
discriminants CPnr un descripteur fonctionnel 
specifique Dfs de la caracteristique biologique 
fonctionnelle, (d) on soumet la matiere vivante a 
analyser aux etapes (a) et (b), (e) on compare les 
facteurs discriminants CP de la matiere vivante a 
analyser avec le descripteur fonctionnel specifique Dfs 
obtenu a I'etape (c) afin de deduire une 
caracteristique biologique fonctionnelle eventuelle de 
la matiere vivante a analyser. 
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METHODE D' IDENTIFICATION D'UNE CARACTERISTIQUE 
BIOLOGIQUE FONCTIONNELLE D'UNE MAT I ERE VIVANTE . 

L f invention se rapporte a une methode pour 
etudier 1 ' aspect mult if actoriel d' une fonction biologique 
faisant intervenir a la fois des technologies physiques 
associees a des methodes biologiques prenant plus d'un 
critere biologique en compte. L ' invention permet 
d' identifier des caracteristiques fonctionnelles de 
cellules vivantes, de tissus ou de microorgansimes. 

La methode de 1 ' invention trouve de nombreuses 
applications comme 1' analyse de phenomenes de resistance 
(oncologie et inf ectiologie) , 1 ' identification des tissus 
et cellules (histocytologie , classification, tumeurs 
primitives ou metastatiques) , 1 1 identification et 1' analyse 
de microorganismes (Identification, Sensibi lite /Resistance, 
Virulence, Epidemiologie) . 

L' evaluation d'une fonction particuliere d'une 
cellule ou d'un tissu repose a l'heure actuelle sur un 
descriptif biologique, II est etabli sur des bases 
morphologiques ou bien sur la mise en evidence de marqueurs 
biochimiques , la verification de 1 1 expression de genes, la 
verification de 1' expression phenotypique, la verification 
in vitro de la fonction ou de la croissance d'une cellule 
en presence de drogues ou de marqueurs specif iques. 
Plusieurs recherches et examens successifs sont necessaires 
si tous ces criteres sont pris en compte. 

Ainsi dans le domaine de la resistance a la 
chimiotherapie, de nombreux marqueurs sont decrits dans la 
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literature (Robert J. , Multidrug resistance in oncology : 
diagnostic and therapeutic approaches, Europ J of Clin 
Investig (1999) , 29, 536-545) . La mesure est realises par 
des techniques biologiques de mesures immunohistochimiques 
5 des proteines reliees aux phenomenes de mult iresistance ( P- 

gp, MRP, LRP) . La mesure de la f onctionnalite de ces pompes 
(cytometrie de flux) est egalement proposee. Enfin la 
mesure de 1' expression du gdne de resistance (RT-PCR, 
cytometrie de flux) est r^alisee (Marie J. P et al, 

10 Multicentric evaluation of the MDR phenotype in leukemia, 

Leukemia 1997, 11 : 1095-1106) . 

Ainsi, le National Cancer Institute utilise la 
fonction d' expulsion des proteines exprimees en cas de 
resistance et mesure ainsi 1 ' efflux de rhodamine par la 

15 pompe P-gp sur 60 lignees de cultures cellulaires, ceci est 

realist dans un programme appele COMPARE program (Alvarez 
M. et al . , Generation of a drug resistance profile by 
quantification of mdrl/ P-gp in the cell lines of the 
National Cancer Institute anticancer drug screen, J of 

20 Clinical Invest 1995, 95 : 2205-2214). Ce programme a 

cependant ses limites car le mecanisme de resistance 
induit, analyse par ce critere, est frequent mais rarement 
seul en cause en clinique. 

D'autres marqueurs de resistance sont etablis 

25 en mesurant 1 ' accumulation intracellulaire de substances 

endogenes ou a visee therapeutique en (glutathion, adduits 
de DNA, medicaments) . Ces marqueurs dependent du mecanisme 
de resistance et des medicaments inducteurs (Morjani H. et 
al . , Anthracycline subcellular distribution in human 

30 leukemic cells by microspectrof luorometry : factors 
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contributing to drug-induced cell death and reversal of 
- multidrug resistance, Leukemia 1997, 11 :1170-1179). 

Sur le plan des methodes biologiques, il existe 
depuis longtemps des methodes d' evaluation de la 
susceptibilite/resistance a une chimiotherapie . Elles 
reposent sur le concept de « chimiogrammes » derive du 
concept des antibiogrammes avec une prediction de la 
sensibilite a des drogues (Human Tumor Stem Cell Assay) 
pour apprecier, en culture, la croissance en presence de 
classes chimiques variees et definir ainsi la 
susceptibilite ou la resistance (Legrand o. et al . , 
Simultaneous activity of MRP1 and P-gp is correlated with 
in vitro resistance to daunorubicin and with in vivo 
resistance in adult acute myeloid leukemia, Blood 1999, 
94 : 1046-1056) . 

Ces methodes ont des limites et sont peu 
utilisees en clinique. Ceci est du au prelevement des 
cellules et a leur mise en culture. En effet, toutes les 
cellules ne proliferent pas, il est difficile d'obtenir une 
culture en agar, representative de la proliferation 
cellulaire (35 % a 60% sont evaluables) (Von Hoff DD . , 
He's not going to talk about in vitro predictive assays 
again, is he ?, J. Mat Cancer Inst 1990, 82 : 96-101) . 

II ressort que parmi toutes les methodes 
biologiques de plus en plus perfectionnees proposees aucune 
ne recueille l'unanimite car elles sont limitees par le 
critere choisi, rarement representat if du caractere 
multif actoriel d'un etat ou d'une fonction cellulaire. La 
mise en j eu du recueil de donnees necessitant plusieurs 
methodes se voit limitee par la multiplicity successive des 
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techniques (genetiques, chimiques iramunologiques, 
analytiques, culture) a mettre en ceuvre , 

Par ailleurs, une evaluation par des methodes 
physiques a deja ete decrite dans la demande de brevet 
5 europeen publiee sous le No. 0 568 126 en utilisant une 

technique de microscopie laser confocale pour determiner la 
resistance ou la sensibilite a la doxorubicine de cellules 
en culture. Dans cette demande de brevet, seule Line image 
de fluorescence differente est observee dans la membrane de 

10 cellules K562 resistantes. Cette image reflate simplement 

las alterations membranaires dues a 1 ' accumulation de 
doxorubicine fluorescente dans les pompes P-gp, sur 
exprimees en cas de resistance, est represente une simple 
alternative aux methodes immunohistochimiques developpees 

15 plus haut. 

Les limites de cette methode d' imagerie sont, 
notamment, liees aux inconvenient s d'etudier la 
localisation de la pompe P-gp dans la membrane sur une 
seule image. Cette localisation membranaire ne reflete 

20 aucunement sa fonction et i n'est pas discriminante d'un 

etat de resistance qui, sur le plan biologique, est 
multif actoriel chez I'homme. 

Ainsi, la methode decrite dans cette demande de 
brevet ne permet pas de distinguer, par exemple, un 

25 phenotype P-gp d # un phenotype MRP1 . 

La microscopie confocale a fluorescence a 
egalement ses limites car 1' information obtenue est souvent 
mono-parametrique voire bi-parametrique (mesure a une ou 
deux longueurs d'onde dans le spectre d' emission de 

3 0 fluorescence. 
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Dans le domaine de la microbiologie , il a ete 
decrit dans le brevet US No. 5 660 998 1 ' utilisation d'un 
spectrometre infrarouge a transformee de Fourier pour 
5 identifier des microorganismes. L' identification repose sur 

la coraparaison globale d'un sel spectre IR du 
microorganisme considere avec une banque pre-etablie de 
spectres. Bien que ce seul spectre puisse conduire a 
1' identification, il ne permet pas dans sa globalite de 
10 definir une fonction ou un caractere biologique associe au 

microorganisme (par exemple, la sensibilite ou la 
resistance a une famille d' antibiotiques . 



La methode de 1' invention vise precisement a 
15 eviter les inconvenient s des methodes de l'art anterieur 

decrites ci-dessus en offrant la possibility de recueillir 
simultanement plusieurs criteres pertinents associes a la 
fonction biologique etudiee . Grace a une modelisation 
mathematique (analyse statistique multivariee, reseaux de 
20 neurones, algorithmes genetiques, etc), la methode de 

1' invention permet d'dentifier les caracteristiques 
f onctionnelles de cellules vivantes ou de tissus prenant en 
compte 1' aspect multif actoriel d'une fonction et done en 
integrant simultanement plusieurs criteres biologiques. 

25 

Ce but est atteint selon 1' invention grace a 
une methode d' identification d'une caracter i s t ique 
fonctionnelle d'une matiere biologique comprenant les 
etapes suivantes : 
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a) on soumet au moins une rnatiere biologique de 
reference pour une caracteristique f onct ionnelle a une 
analyse physique (Apr) pour etablir son spectre (SAPr) , 

b) on calcule les facteurs discriminants (CPnr) 
5 par une analyse statistique de tout ou partie du spectre 

SAP obtenu & l'6tape (a), 

c) on etahlit a partir desdits facteurs 
discriminants (CPnr) un descripteur fonctionnel specifique 
(Dfs) de la caracteristique f onct ionnelle , 

10 d) on soumet la rnatiere biologique a analyser 

aux Stapes (a) et (b) , 

e) on compare les facteurs discriminants (CP) 

de la rnatiere biologique a analyser avec le descripteur 

fonctionnel specifique (Dfs) obtenu a l'etape (c) afin de 
15 deduire une caracteristique f onctionnelle eventuelle de la 

rnatiere biologique a analyser. 



Avantageusement; l'etape (a) comprend I 7 analyse 
de plusieurs matieres biologiques de reference presentant 

2 0 ou non la caracteristique f onct ionnelle . 

La methode de 1' invention est remarquable en ce 
qu'elle met en oeuvre un tnodele integre base sur la 
construction du descripteur fonctionnel specifique Dfs de 
1'etat biologique. Par exemple, en ce qui concerne la 

25 resistance, plusieurs facteurs peuvent Stre analyses 

simultanement. Ainsi, le descripteur integr^ de 1'etat 
biologique sera construit pour etre representatif de la 
fonction in vivo et augmenter la predictivite de la 
r^ponse . 11 prendra en compte dans une meme analyse 

30 1' aspect multif actoriel existant en clinique humaine. 
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Cette technique de descripteur permet notamment 
d f integrer rapidement un nouveau critere utile en clinique. 

Ainsi, la methode de 1' invention permet sur des 
cellules, des microorganismes ou des tissus vivants de 
determiner, a partir de plusieurs criteres moleculaires 
recueillis grace k 1' analyse physique (Apr), une ou 
plusieurs caracteristiques biologiques f onctionnelles et de 
definir ainsi un descripteur fonctionnel specifique (Dfs) 
de celle ( s) ~ci - 

La matiere biologique analysee par la methode 
de I 7 invention peut §tre un echantillon cellulaire ou 
tissulaire ou meme une unique cellule. Il peut s'agir par 
exeraple de cellules tumorales provenant soit de cultures 
soit de patients apres prelevement sanguin ou par biopsie 
tissulaire et par la suite isolees sur gradient de densite. 

Dans le cas des tissus 7 les analyses physiques 
peuvenfc etre realisees soit sur des pieces anatomiques 
ex tempo ranees soit in vivo (directement sur les tissus 
accessibles ou a la suite d # un acte chirurgical ou par voie 
endoscopique) • 

La matiere biologique analysee par la methode 
de 1' invention peut etre aussi un microorganisme 
(bacteries, levures, champignons, etc) obtenu a partir par 
exemple d'un foyer infectieux ou lors d'une ,mise en culture 
(apres ensemencement sur gelose) permettant egalement 
1' analyse de microcolonies . 

Ces echantillons sont maintenus dans des 
conditions de survie pendant les analyses physiques (AP) . 
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La methode de 1' invention presentent 
l'avantage, par rapport aux techniques d' analyse de l'art 
anterieur, de ne necessiter aucun marquage prSalable des 
echantillons pour les analyses physiques (AP) . 



L' analyse physique de matiere (s) biologique (s) 
de reference (APr) et de la matiere biologique a analyser 
(AP) de 1 1 etape (a) est avantageusement realisee par 
spectroscopie et microspectroscop ie optique et plus 

10 particulierement avec les spectroscopies vibrationnelles 

Raman et infrarouge et d' emission de fluorescence, ou une 
combinaison de ceux-ci, permettant d'obtenir des spectres 
(SAPr ou SAP), contenant des informations moleculaires . 

Les spectres Raman son obtenus avec des 

15 radiations excitatrices lasers dans le domaine de longueur 

d'onde allant de 1 ' ultraviolet au proche infrarouge et plus 
particulierement a 364, 514, 633, 785 et 830 nm. Le domaine 
spectral etudie s'etend de 200 a 4000 cm" 1 . 

Les spectres de fluorescence sont egalement 

2 0 obtenus avec des radiations excitatrices lasers dans le 

domaine de longueur d'onde allant de 1 ' ultraviolet au 
proche infrarouge (dans le cas d'une excitation 
multiphotonique) et plus particulierement a 364, 514, 633 
et 78 5 nm. Le domaine spectral etudie couvre une region de 

25 200 a 400 nm. 

Pour les microspectroscopies Raman et de 
fluorescence, le choix du grandissement de 1'objectif de 
microscope (par exemple 100X) permet de definir la 
resolution spatiale (0,5 pm) au niveau de 1 ' echant illon 

30 cellulaire ou tissulaire dont les dimensions varient de 10 
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\im a quelques mm (par exemple : 15 a 30 urn pour les 
cellules, 40 a 100 jam pour les micro colonies bacteriennes, 
100 a 2000 um pour les tissus) . 

Pour la spectroscopie d' absorption infrarouge 
par transmission ou par reflexion le domaine spectral 
analyse s'etend de 400 a 7000 cm** 1 (plus particulierement 
de 400 a 4000 cm" 1 ) . 

En microspectroscopie infrarouge, les spectres 
sont obtenus avec un object if de grandissement allant de 8X 
a 60X (de fa^on usuelle de 36X) sur des echantillons allant 
de 10 ]am a quelques mm (par exemple : 15 a 30 \im pour les 
cellules, 40 a 100 \im pour les micro colonies bacteriennes, 
100 a 2000 y.m pour les tissus) . 

Pour les spectroscopies de diffusion Raman, 
d' absorption infrarouge et d' emission de fluorescence, les 
temps d' acquisition des spectres sont compris entre 0,1 et 
10 0 0 secondes et plus particulierement de 1 a 10 0 secondes 
pour les mesures associees a la construction du Dfs. 

Les spectres des matieres biologiques de 
reference et de la matiere biologique a analyser des 
cellules ou des microorganism.es de reference, presentant ou 
non la caract erist ique f onct ionnelle rech.erch.ee, sont 
enregistres dans les memes conditions, par les memes 
techniques. Comparee aux donnees obtenus avec les 
methodologies conventionnelles par exemple de biorfiimie, de 
biologie cellulaire et moleculaire, de cytometrie en flux 
et d' immunocytochimie , necessitant en moyenne de 10 b a 10 7 
cellules et des temps d' analyse de quelques dizaines de 
minutes a plusieurs jours, l'obtention des donnees 
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spectroscopiques se fait sur un panel de 10 a 100 cellules 
isolees (plus particulidrement 30) ou a partir de 1000 pour 
les micro -organismes avec des temps d' analyse de quelques 
secondes a plusieurs minutes (de fac?on courante de 1 a 100 
5 secondes) . 



De fagon remarquable, la methode de 1' invention 
permet d'associer plusieurs critdres pour effectuer une 
analyse de la caracterist ique f onctionnelle de la mati^re 
10 biologique : 

- Par exemple, pour definir le caract§re de 
sensibilite ou de resistance, il est possible d' identifier 
un premier crit^re spect roscopique a partir de cellules 
connues pour etre sensibles ou resistantes et l'associer a 

15 un deuxieme critere spectroscopique specif ique d'un etat de 

resistance vis a vis d'une substance part iculidre (par 
exemple doxorubicine) * Ceci permettant la construction d'un 
descripteur fonctionnel specif ique (Dfs) d'un phenotype de 
resistance specif ique a 1 ' agent anticancereux (par exemple 

2 0 Pgp-DOX) . 

- Lors d'un prelevement f il est possible non 
seulement de realiser 1 ' identification cellulaire ou 
tissulaire (origine tissulaire de la cellule : sein, sang, 
prostate, vessie) mais aussi identifier une fonction ou un 

25 etat associe a ces cellules (par exemple : pouvoir 

metastasiant ou non) . 

- En ce qui concerne les microorganismes, leur 
nature, leur identification et tout autre caractere 
particulier pourront etre enregistres et couples a d'autres 

30 criteres (resistance/sensibilite , virulence ou non) . 
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Les spectres recueillis a l'etape (a) font 
ensuite l'objet d' analyses statistiques multivariees en 
Analyse en Composantes Principales (ACP) ou bien en PLS 

(Partial Least Square) ou par d'autres methodes 
mathematiques appropriees, comme par exemple une 
representation euclidienne, une methode KNN , une methode 
SIMCA, ou encore une combinaison de celles-ci, pour 
identifier les facteurs discriminants. La methode PLS est 
une methode de regression lineaire applicable lorsque les 
variables predict ives sont colineaires (Haaland D. et 
Thomas E. # Partial Least Squares methods for spectral 
analysis, Anal Chem (1988), 60, 1193) . La methode KNN est 
une methode statist ique multivariate basee sur 1 'Analyse en 
Composantes Principales et qui consiste a classer des 
echantillons inconnus en fonction de leur proximite dans 
l'espace mult idimensionnel avec des echantillons connus 

(Adam CT. , 1995, Chemometrics in Analytical Spectroscopy, 
Cambridge, The Royal Society of Chemists) . La methode SIMCA 

(Soft Independent Modelling by Class Analogy) est une 
methode statistique multivari^e basee sur 1' Analyse en 
Composantes Principales et qui necessite la construction de 
modeles d' Analyse en Composantes Principales decrivant 
chacune des classes de reference (Frank, I. et Lanteri, 3., 
1989, Chemometrics and Intelligent Laboratory systems, 5, 
247). Cette representation va permettre d 7 identifier et 
d'attribuer les Elements spectroscopiques discriminants aux 
different s criteres biologiques etudies. En pratique, un 
ensemble d' intervalles de frequence est retenu pour son 
profil de discrimination adapte au caractere fonctionnel 
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etudie. Ainsi, 1' ensemble des elements spectraux les plus 
discriminants permet la construction du descripteur 
fonctionnel specifique de la caracteristique fonctionnelle 
biologique <§tudi6e prenant en compte plusieurs phenomenes 
5 ou crit^res biologiques fonctionnels. 



A l'etape (d) / la matiere biologique a analyser 
va suivre exactement la meme procedure des etape (a) a (b) 
que celle du ou des matieres biologique (s) de reference 

10 pour §tre ensuite compare lors de l'etape (e) au 

descripteur fonctionnel obtenu a l'etape (c) . 
Avantageusement cette comparaison consiste a mesurer la 
distance entre les CPn de la ou des matieres biologiques de 
reference de reference et les CP de la matiere biologique S. 

15 analyser. 

La matiere biologique a analyser est ainsi 
projetSe dans le plan factoriel retenu pour la presentation 
des resultats et sera ainsi classe suivant la 
caracteritique fonctionnelle etudiee . 

20 Par exemple, dans le cas d'une caracterisat ion 

d'un ph.6notype de resistance a partir de donnees 
spect roscopique , un ensemble de spectres (Raman, 
infrarouge, fluorescence) sont enregistres sur des cellules 
tumorales isolees (en culture ou isolees de patients) . Ces 

25 donnees pertnettent, a 1'aide de methodes statistiques 

appropri^eS/ d'extraire un sous -ensemble d' elements 
spectroscopiques (par exemple intensite, frequence, 
polarisation, duree de vie) . De fagon remarquable, la 
combinaison de ces elements permet de construire un Dfs 

30 conduisant a une discrimination de deux ou plusieurs 
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populations cellulaires (par example sensibles ou 
resistante) ou des sous -populations possedant une fonction 
biologique particuliere (par exemple un mecanisme de 
resistance specif ique tel que Pgp, MRP1, non-MDR, etc) . 



L' etude statistique des differences spectrales 
se fait done entre le systeme exprimant ou non les 
differents criteres biologiques utiles a la determination 
de la fonction. Par exemple pour la problemat ique du 
10 phenotype de resistance dans la pathologie du cancer, il 

est possible d' integrer : 

l'origine de la cellule cancereuse (sein, 
leucemie, vessie, prostate, etc) , 

- le caractere de sensibilite ou de resistance 
15 (cultures connues pour etre sensibles ou resistantes) , 

le type de substance ayant induit la 
resistance : par exemple, classe des anthracyclines , des 
vincaalcaloides , des taxanes, des platines, ces classes 
etant connues pour mettre en j eu plusieurs de types de 
2 0 pompes ou de phenomenes intervenant dans la fonction de 

resistance , 

Mais 1 7 invention trouve aussi des applications 
en matidre d' identification d'autres fonctions ou etats 
biologiques sur : 

25 - des cellules eucaryotes, comme par exemple, 

l'etat de dif f erenciation, les phases du cycle cellulaire, 
les voies de signalisat ion, l'apoptose et necrose, 
1 1 aptitude a la proliferation, le pouvoir invasif, l'Stat 
tumoral, etc, 
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- des microorganismes, comme par exemple, la 
sensibilite a une famille ou des families d 7 antibiotiques, 
la virulence, 1 9 adhesion et les mecanismes d' infection, 
etc, 

5 - des tissus, sains, pathologiques , tumoraux, 

pre- tumor aaux, presentant une aptitude a la regeneration, 
un etat d' oxygenation, etc. 

Ainsi, on envisage plus part iculierement les 
applications suivantes de la methode de 1' invention : 
10 - sensibility/resistance notamment vis h. vis de 

differentes classes d' agents pharmacologiques , 

- identification des tissus et cellules (organe 
d' origine, liistologie, tumeurs primitives ou 
metastatiques) , 

15 - guidage de l'acte chirurgical dans le cas de 

la resection d'une tumeur, 

identification des microorganismes 

(identification du genre, de 1'espece et de la souche, 

resistance, virulence) , 
20 - identification de nouvelles cibles 

ant ibact6riermes , 

- therapie cellulaire : caracterisation d'une 
fonction cellulaire de cellules dendritiques , 

prediction d'une reponse therapeutique, 
25 creation, d'un Def permettant de definir les bons et les 

non- repondeurs une chimiotherapie (pharmacologie 

predictive et diagnostic precoce) , 

suivi de la reponse therapeut ique 
individuelle pour un nouveau patient ou lors d'une rechute. 
30 - gradation de la pathologie. 
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identification de facteurs pronostics 
orientant les choix therapeutiques (de nouveaux facteurs 
evolutifs pouvant £tre integres) . 



5 D'autres avantages et caracter ist iques de 

1' invention apparaitront de la description ci-apres des 
figures en annexe concernant 1 1 ut i 1 i sat ion des 
spectroscopies pour definir un descripteur fonctionnel 
associe a une caracteristique biologique consistant en la 

10 resistance multiple aux agents ant icancereux dans 

differentes lignees cellulaires. 

La figure 1 represente les spectres RAMAN de 
cellules leucemiques humaines K562 sensibles (S) et 
resistantes (R) avec un phenotype MDR. 

15 Les spectres de la figure 1 sont soumis a une 

Analyse en Composantes Principales (ACP) . La figure 2 
montre un exemple de composantes principales, qui apres 
analyse discriminante pour une fonction biologique, 
serviront k la definition de Dfs et a la representation 2D 

20 (plan factorial) . La figure 2 donne un exemple de 3 

composantes principales pour la construction du descripteur 
fonctionnel specifique du phenotype de resistance par 
analyse discriminante des composantes CP1, CP2, CP3 , 
Cpn . 

25 Les figures 3, 4 et 5 representent une 

projection 2D ou 3D (plan factoriel) de la classification 
de la caracteristique fonctionelle a identifier sur la base 
de sa contribution dans les donnees spectrales initiales. 

La figure 3 represente 1 ' identification dans un 

30 plan factoriel 2D (CP1 versus CP3) des cellules K562, HL60 
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et J82 sensibles et K562 resistantes (chaque systeme est 
individualist) . 

La figure 4 represente le regroupement d'une 
nouvelle lignee HL60 resistante avec le cluster K562 R* Ces 
5 lignees bien que dif ferentes sont regroupSes sur le 

caractere "resistance multiple". Ceci montre la possibility 
de caracteriser une fonction biologique precise dans 
dif f brents systemes cellulaires. 

La figure 5 represente Une nouvelle lignee 
10 resistante J82 R, qui ne presente pas le meme mecanisme de 

resistance que les K562 R et HL60 R, n'est pas regroupee 
dans le meme cluster. 
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RE VEND I GAT I ONS 



1} Methode d ' i dent i f i c a t i on d'une 
caracterist ique biologique fonctionnelle d'une matiere 
5 vivante comprenant les etapes suivantes : 

a) on soumet au moins une matiere biologique de 
reference pour une caracteristique biologique fonctionnelle 
a une analyse physique APr pour etablir son spectre SAPr, 

b) on calcule les facteurs discriminants CPnr 
10 par une analyse statistique de tout ou partie du spectre 

SAP obtenu a l'etape (a), 

c) on etablit a partir desdits facteurs 
discriminants CPnr un descripteur fonctionnel specifique 
Dfs de la caracterist ique biologique fonctionnelle, 

15 d) on soumet la matiere vivante a analyser aux 

etapes (a) et (b) , 

e) on compare les facteurs discriminants CP de 

la matiere vivante a analyser avec le descripteur 

fonctionnel specifique Dfs obtenu a l'etape (c) afin de 
20 d^duire une caracterist ique biologique fonctionnelle 

eventuelle de la matiere vivante a analyser. 

2) Methode selon la revendicat ion 1, 

caracterisee en ce que la matiere vivante substantiellement 

25 pure est un echantillon cellulaire ou tissulaire ou une 

unique cellule. 



30 



3) Methode selon 1 ' une des revendicat ions 1 ou 
2, caracterisee en ce que les mesures physiques sont 
realisees par spectroscopie ou microspectroscopie, et plus 
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part i cul i erement par spectroscopies vibrationnelles Raman, 
infrarouge, ou d ; emission de fluorescence, ou une 
combinaison de celles-ci. 



5 4) Methode selon la revendication 3, 

caracterisee en ce que les mesures de spectroscopies 
vibrationnelles Raman ou d' emission de fluorescence sont 
effectuees avec des radiations excitatrices lasers dans le 
domaine de longueur d'onde allant de 1 ' ultraviolet au 
10 proche infrarouge et plus particulierement a 3 64, 514, 633 

et 7 85 nm, et dans un domaine spectral s'etendant de 2 00 a 

4000 cm" 1 . 



5) Methode selon la revendicat ion 3, 
15 caracterisee en ce que les mesures de spectroscopies 

d' absorption infrarouge par transmission ou par reflexion 
sont effectuees dans un domaine spectral s'etendant de 400 
& 7000 cm" 1 , plus particulierement de 400 a 4000 cm" 1 ) . 



20 6) Methode selon l'une quelconque des 

revendicat ions 3 a 5, caracterisee en ce que les temps 
d' acquisition des spectres des mesures de spectroscopies de 
diffusion Raman, d' absorption infrarouge et d' emission de 
fluorescence, sont compris entre 0,1 et 1000 secondes et 

25 plus particulierement de 1 a 100 secondes pour les mesures 

associees a la construction du descripteur fonctionnel 
integr6 . 



30 



7) Methode selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 1 7 analyse 
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statistique pour caracteriser les facteurs discriminants 
est une Analyse en Composante Principale (ACP) ou bien en 
PLS (Partial Least Square) ou encore une representation 
euclidienne, une methode KNN, une methode SIMCA, ou une 
5 combinaison de celles-ci. 

8) Methode selon l'une quelconque des 
revendications prec6dentes, caracterisee en ce que la 
caracteristique biologique f onctionnelle est la sensibilite 
10 ou la resistance a un ou plusieurs agents Pharmacol ogi que s . 
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